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De uitvinding heeft betrekking op een antigeen van 
5 een fagocyt. Het antigeen volgens de uitvinding is specif lek 
voor een gepreactiveerde fagocyt en kan worden herkend door 
ten minste een bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd 
uit de stammen met aanwinstnummers CBS 101481 en CBS 101482. 
De uitvinding heeft tevens betrekking op een f agocyt-herken- 

10 nend agens dat het voor een gepreactiveerde fagocyt specific 
ke antigeen herkent, alsmede een f armaceutisch preparaat dat 
een dergelijk agens bevat . Tenslotte heeft de uitvinding 
betrekking op een werkwijze voor het detecteren van een 
gepreactiveerde fagocyt onder gebruikmaking van een fagocyt - 

15 herkennend agens volgens de uitvinding. 




if 



1 0 1 jlS 9 3 

NL 43615-Ai/im/ho L_£3_DEC_i938_^ 

Antigeen van een fagocyt, een f agocyt -herkennend agens , en 
een werkwijze voor het detecteren van een gepreactiveerde 
fagocyt 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 
antigeen van een fagocyt. 

Chronische ontstekingsziekten, zoals bijvoorbeeld 
allergische astma en rheumatoide arthritis, worden gemedieerd 
door ontstekingscellen zoals T-cellen en fagocyten. Op de 
plaats van een ontsteking in een orgaan worden cytokinen ge- 
vormd. Een deel van de cytokinen diffundeert naar het perife- 
re bloed waar ze betrokken zijn bij de mobilisatie van nieuwe 
ontstekingscellen. Deze ontstekingscellen worden door inter- 
actie met een cytokine gepreactiveerd . De mate van preactiva- 
tie van fagocyten correleert met de hoeveelheid ontsteking 
bevorderende cytokinen en daarmee met de uitgebreidheid van 
de ontstekingsreactie . Met name voor ziekten gelocaliseerd in 
organen zoals de long en darm (bijvoorbeeld bij de ziekte van 
Crohn) is het fysiek zeer lastig of onmogelijk om zonder in- 
vasief onderzoek de ernst van een ontsteking betrouwbaar vast 
te stellen. Daarenboven geeft invasief onderzoek in de vorm 
van een biopt alleen informatie over de stand van zaken in 
het biopt zelf . Het betrouwbaar vaststellen van de ernst van 
een ontsteking is met name daarom lastig aangezien tot op 
heden geen voor een gepreactiveerde fagocyt specif iek anti- 
geen is gevonden. 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 
antigeen van een fagocyt , waarbij het antigeen kan worden her- 
kend door ten minste een bacteriofaag zoals die kan worden 
geisoleerd uit de stammen met aanwinstnummers CBS 1014 81 en 
101482 . 

Gevonden is dat het aldus gekarakteriseerde 
antigeen, dat aanwezig is op het oppervlak van een fagocyt, 
specif iek is voor een gepreactiveerde fagocyt. Door het vast- 
stellen van de aanwezigheid van het antigeen en in het bij- 
zonder de hoeveelheid daarvan kan de aanwezigheid van e'en 
onsteking en de ernst daarvan worden vastgesteld. Ten minste 
ten dele gezuiverd antigeen, of fragmenten daarvan, kan wor- 



den gebruikt voor het verkrijgen van gepreact iveerde fagocyt- 
herkennende agent ia . 

De uitvinding heeft tevens betrekking op een fago- 
cyt-herkennend agens dat het antigeen herkent dat door ten 
minste een bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd uit 
de stammen met aanwinstnummers CBS 101481 en 101482 wordt 
herkend. 

Een dergelijk agens, bijvoorbeeld een (monoclonaal) 
antilichaam, is zeer bruikbaar voor het vaststellen van de 
aanwezigheid van een (orgaangebonden) onsteking en de ernst 
daarvan. Daarenboven kan het agens worden gebruikt voor het 
elimineren van gepreactiveerde fagocyten uit bloed, bijvoor- 
beeld door middel van aan een drager gebonden agens waarbij 
na contact tussen drager en bloed deze van elkaar worden ge- 
scheiden. 

In plaats daarvan kan ook worden gekozen voor het 
combineren van het agens met een groep die de fagocyt deacti- 
veert of doodt . Hierbij kan worden gedacht aan een antili- 
chaam voorzien van een celdodende eenheid, zoals een RicineB- 
keten, of aan een bi-specifiek antilichaam dat het immuun- 
systeem ertoe aanzet de gepreactiveerde fagocyt te elimine- 
ren . 

De uitvinding heeft derhalve verder betrekking op 
een f armaceut isch preparaat dat een fagocyt -herkennend agens 
bevat tezamen met een f armaceut isch aanvaardbare vulstof of 
drager . 

In het licht van de eerstgenoemde toepassing, het 
vaststellen van een ontsteking, heeft de uitvinding tevens 
betrekking op een werkwijze voor het detecteren van een 
gepreactiveerde fagocyt, waarmee een gepreactiveerde fagocyt 
specif iek kan worden gedetecteerd . 

Hiertoe wordt de werkwijze volgens de onderhavige 
uitvinding gekenmerkt doordat een fagocyt -herkennend agens in 
contact wordt gebracht met een fagocyt, en een tussen het 
fagocyt -herkennende agens en de fagocyt gevormd complex wordt 
gedetecteerd . 

Een dergelijke detect ie van het gevormde complex kan 
op volgens een van een veelheid van in het vak bekende werk- 
wijzen worden uitgevoerd. Zo kan het agens fluorescent zijn 
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UITTREKSBL 

De uitvinding heeft betrekking op een antigeen van 
5 een f agocyt . Het antigeen volgens de uitvinding is specif iek 
voor een gepreactiveerde fagocyt en kan worden herkend door 
ten minste een bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd 
uit de staramen met aanwinstnummers CBS 101481 en CBS 101482. 
De uitvinding heeft tevens betrekking op een f agocyt-herken- 

10 nend agens dat het voor een gepreactiveerde fagocyt specifie- 
ke antigeen herkent, alsmede een f aarmaceutisch preparaat dat 
een dergelijk agens bevat . Tenslotte heeft de uitvinding 
betrekking op een werkwijze voor het detecteren van een 
gepreactiveerde fagocyt onder gebruikmaking van een fagocyt - 

15 herkennend agens volgens de uitvinding. 
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Antigeen van een fagocyt, een f agocyt-herkennend agens , en 
een werkwijze voor het detecteren van een gepreactiveerde 
fagocyt 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 
antigeen van een fagocyt. 

Chronische ontstekingsziekten, zoals bijvoorbeeld 
allergische astma en rheumatoide arthritis, worden gemedieerd 
5 door ontstekingscellen zoals T-cellen en fagocyten. Op de 
plaats van een ontst eking in een orgaan worden cytokinen ge- 
vormd. Een deel van de cytokinen diffundeert naar het perife- 
re bloed waar ze betrokken zijn bij de mobilisatie van nieuwe 
ontstekingscellen. Deze ontstekingscellen worden door inter- 

10 actie met een cytokine gepreactiveerd . De mate van preactiva- 
tie van "fagocyten correleert met de hoeveelheid ontsteking 
bevorderende cytokinen en daarmee met de uitgebreidheid van 
de ontstekingsreactie . Met name voor ziekten gelocaliseerd in 
organen zoals de long en darm (bijvoorbeeld bij de ziekte van 

15 Crohn) is het fysiek zeer lastig of onmogelijk om zonder in- 
vasief onderzoek de ernst van een ontsteking betrouwbaar vast 
te stellen. Daarenboven geeft invasief onderzoek in de vorm 
van een biopt alleen informatie over de stand van zaken in 
het biopt zelf . Het betrouwbaar vaststellen van de ernst van 

2 0 een ontsteking is met name daarom lastig aangezien tot op 

heden geen voor een gepreactiveerde fagocyt specif iek anti- 
geen is gevonden. 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 
antigeen van een fagocyt , waarbij het antigeen kan worden her- 

25 kend door ten minste een bacteriofaag zoals die kan worden 
geisoleerd uit de stammen met aanwinstnummers CBS 101481 en 
101482 . 

Gevonden is dat het aldus gekarakteriseerde 
antigeen, dat aanwezig is op het oppervlak van een fagocyt, 
30 specif iek is voor een gepreactiveerde fagocyt. Door het vast- 
stellen van de aanwezigheid van het antigeen en in het bij- 
zonder de hoeveelheid daarvan kan de aanwezigheid van ee.n 
onsteking en de ernst daarvan worden vastgesteld. Ten minste 
ten dele gezuiverd antigeen, of fragmenten daarvan, kan wor- 
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den gebruikt voor het verkrijgen van gepreactiveerde fagocyt- 
herkennende agent ia . 

De uitvinding heeft tevens betrekking op een fago- 
cyt-herkennend agens dat het antigeen herkent dat door ten 
5 minste een bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd uit 
de stammen met aanwinstnummers CBS 101481 en 101482 wordt 
herkend. 

Een dergelijk agens, bijvoorbeeld een (monoclonaal) 
antilichaam, is zeer bruikbaar voor het vaststellen van de 

10 aanwezigheid van een (orgaangebonden) onsteking en de ernst 
daarvan. Daarenboven kan het agens worden gebruikt voor het 
elimineren van gepreactiveerde fagocyten uit bloed, bijvoor- 
beeld door middel van aan een drager gebonden agens waarbij 
na contact tussen drager en bloed deze van elkaar worden ge- 

15 scheiden. 

In plaats daarvan kan ook worden gekozen voor het 
combineren van het agens met een groep die de fagocyt deacti- 
veert of doodt . Hierbij kan worden gedacht aan een antili- 
chaam voorzien van een celdodende eenheid, zoals een RicineB- 
20 keten, of aan een bi-specifiek antilichaam dat het immuun- 
systeem ertoe aanzet de gepreactiveerde fagocyt te elimine- 
ren . 

De uitvinding heeft derhalve verder betrekking op 
een f armaceutisch preparaat dat een fagocyt -herkennend agens 
25 bevat tezamen met een f armaceutisch aanvaardbare vulstof of 
drager. 

In het licht van de eerstgenoemde toepassing, het 
vaststellen van een ontsteking, heeft de uitvinding tevens 
betrekking op een werkwijze voor het detecteren van een 

3 0 gepreactiveerde fagocyt, waarmee een gepreactiveerde fagocyt 
specif iek kan worden gedetecteerd . 

Hiertoe wordt de werkwijze volgens de onderhavige 
uitvinding gekenmerkt doordat een fagocyt -herkennend agens in 
contact wordt gebracht met een fagocyt, en een tussen het 

3 5 fagocyt -herkennende agens en de fagocyt gevormd complex wordt 
gedetecteerd . 

Een dergelijke detect ie van het gevormde complex kan 
op volgens een van een veelheid van in het vak bekende werk- 
wijzen worden uitgevoerd. Zo kan het agens fluorescent zijn 



gelabeld en kan binding aan het oppervlak van de fagocyt met 
behulp van een f luorescentie microscoop of stromingscytometer 
(FACS) worden vastgesteld. Het label kan ook een enzym zijn, 
waarbij bijvoorbeeld het product van de door het enzym geka- 
5 talyseerde react ie wordt gedetecteerd . Daarbij kan als bepa- 
lingstechniek worden gedacht aan bijvoorbeeld een ELISA. Het 
gebruik van een enzym is met name interessant wanneer het 
agens een bacteriofaag is, aangezien de bacteriofaag kan zijn 
gerecombineerd om te coderen voor dit enzym. Het agens hoeft 

10 dan geen labeling te ondergaan. 

Volgens een interessante uitvoeringsvorm is het 
agens in staat tot competitie met ten minste een bacteriofaag 
zoals die kan worden geisoleerd uit de stammen met aanwinst- 
nummers CBS 101481 en 101482, en een tussen het fagocyt- 

15 herkennende agens en de fagocyt gevormd complex wordt gede- 
tecteerd. 

Door de beschikbaarheid van de uit de voornoemde 
stammen te isoleren bacteriof agen, wordt het thans mogelijk 
gericht verdere fagocyt -herkennende agent ia te zoeken aange- 

20 zien de werkwijze volgens de onderhavige uitvinding daar te- 
vens een uitstekende test voor is. Dergelijke fagocyt -herken- 
nende agentia kunnen bijvoorbeeld peptiden zijn, daaronder 
begrepen peptidomimetica en peptiden met ongebruikeli jke ami- 
nozuren, of organische verbindingen die met behulp van cam- 

25 hinatorial chGinistry kunnen worden bereid. Het gebruik van 

een dergelijk f agocyt-herkennend agens, waartoe vanzelfspre- 
kend ook de beide bacteriof agen worden gerekend zoals die uit 
de voornoemde stammen kunnen worden geisoleerd, maakt het 
mogelijk van een fagocyt uit het bloed van een persoon of 

3 0 ander zoogdier vast te stellen of het een gepreactiveerde 
fagocyt is. 

Volgens een gunstige uitvoeringsvorm is het agens 
een f luorescerend agens. 

Aldus kan het gevormde complex gemakkelijk worden 
35 gedetecteerd, bijvoorbeeld met behulp van een f luorescentie 
microscoop . 

Volgens een interessante uitvoeringsvorm omvat het 
agens in het zichtbaar licht f luorescerend eiwit dat daartoe 
hetzij geen prostetische groep benodigt, hetzij een prosteti- 
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sche groep vereist gekozen uit een in fysiologisch milieu 
aanwezig metaalion. Geschikt is het f luorescerende eiwit 
Green of Blue Fluorescent Protein. 

Deze uitvoeringsvoirm is met name dan interessant 
5 wanneer het agens een bacteriofaag is, aangezien de bacterio- 
faag kan zijn gerecombineerd om te coderen voor dit fluores- 
cente eiwit. Het agens hoeft dan geen labeling te ondergaan 
met een fluorescente stof . 

Met voordeel geschiedt het detecteren met behulp van 
10 een Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS) . 

Deze werkwijze maakt een snelle detect ie en kwanti- 
ficering van gepreactiveerde fagocyten mogelijk. Dit is bij- 
voorbeeld gunstig wanneer het belangrijk is dat snel inzicht 
wordt gekregen in de toestand van een patient, zoals bij 
15 sceptische shock, maar ook bij het nalopen van een scala op 
een f agocyt-herkennende eigenschappen te onderzoeken verbin- 
dingen, bijvoorbeeld zoals die hieirvoor zijn genoemd, 

Volgens een alternatieve uitvoeringsvorm geschiedt 
het detecteren met behulp van een ELISA. Daarbij kan gebruik 

2 0 worden gemaakt van een (met een enzym gelabeld) antilichaam 

tegen het f agocyt-herkennende agens, Wederom kan het agens 
een fusie-eiwit zijn (of bevatten) dat het enzym omvat . 

Deze werkwijze heeft als voordeel dat het een even- 
tuele gepreactiveerde fagocyt bevattende monster niet vers 
25 hoeft te zijn. Ook met deze werkwijze is het mogelijk een 
zeer groot aantal verbindingen op hun f agocyt-herkennende 
activiteit na te lopen. 

De onderhavige uitvinding is in het bijzonder ge- 
schikt voor het detecteren van een gepreactiveerde fagocyt, 

3 0 waarbij die fagocyt afkomstig is van een persoon waarvan 

wordt gedacht dat die lijdt aan een aandoening gekozen uit de 
groep bestaande uit i) orgaangebonden onstekingsziekten, zo- 
als inf lammatoire longziekten (bijvoorbeeld allergische ast- 
ma, COPD, en cysteuze fibrose) en darmziekten (bijvoorbeeld 
35 Colitis ulcerosa, en de ziekte van Crohn) ; ii) septische 
shock; iii) allergieen; en iv) auto- immuunziekten 
(bijvoorbeeld rheumatoide arthritis) ; alsmede van trau- 
mapatient (bijvoorbeeld vroege detectie van ARDS) ; of een van 
persoon die een transplantatie heeft ondergaan (vroege detec- 
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tie van af stoting) . 

Aanvraagster sluit niet uit dat de werkwijze volgens 
de onderhavige uitvinding gebruikt kan worden om van een of 
meer vormen Repetitive Strain Injuiry objectief vast te stel- 
5 len en mogelijk te kwantif iceren . In het laatste geval zou 
het effect kunnen worden gemeten van een behandeling, bij- 
voorbeeld met corticosteroiden of door fysiotherapie . 

Met voordeel wordt voor de detectie bloed van een 
persoon gelyseerd met isotone, koude NH^Cl-oplossing onder 
10 oplevering van een f agocytbevattende oplossing. 

Aldus kan zeer snel een voor de werkwijze volgens de 
onderhavige uitvinding geschikte f agocyt-bevattende oplossing 
worden bereid, waarin eventueel aanwezige gepreactiveerde 
fagocyten kunnen worden gedetecteerd. 
15 _ De onderhavige uitvinding zal thans worden toege- 

licht aan de hand van het volgende uitvoeringsvoorbeeld, 
waarbi j 

Fig. 1 het specif iek geprimede neutrofiele granulo- 
cyte erkennende karakter van een agens volgens de uitvinding 

20 laat zien; 

Fig. 2 laat zien dat dit onaf hankeli jk van de wijze 

van primen geschiedt; 

Fig. 3 de dosis-af hankeli jkheid van primen met GM- 

CSF laat zien; en 

2 5 Fig. 4 laat zien dat het door een agens volgens de 

uitvinding herkende epitoop in verhoogde mate aanwezig is op 
eosinofiele granulocyten verkregen van een patient met symp- 
tomatisch alergische astma. 

1) FAAGBIBLIOTHEEK MET ANTILICHAAMFRAGMENTEN OP HET 

3 0 OPPERVLAK VAN DE FAGEN . 

Door middel van de "phage display" -technologie kun- 
nen eiwitten op de mantel van bacteriophagen tot expressie 
worden gebracht . In het onderhavige geval is een stukje DNA 
dat codeert voor een deel van een antilichaam-molecuul door 
35 middel van een recombinant DNA- technologie in hetzelfde lees- 
raam gebracht als het DNA dat codeert voor bacteriofaag g3p- 
manteleiwit. Hierdoor ontstaat een g3p-omvattend fusie-eiwit. 
In een bibliotheek van dergelijke bacteriof agen bezitten de 
fagen elk een andere antilichaamsspecif iciteit . Daartoe wordt 
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bij een groot aantal fagen het voor antilichaam coderende DNA 
uit B-lymfocyten gebruikt . Voor de onderhavige uitvinding is 
gebruik gemaakt van de "Phage -antibody library" beschreven 
door De Kruif et al . (ref, 1) en de Amerikaanse octrooiaan- 
5 vrage met nr. 09/085.072 waarvan de beschrijving hierin door 
verwijzing is opgenomen. 

In het kort werden gedegenereerde oligonucleotiden 
gebruikt om kunstmatige CDR3 -gebieden met een lengte van 6 
tot 15 nucleotiden toe te voegen aan een verzameling van 4 9 

10 vooraf gekloneerde kiemlijn VH-genen. Vervolgens werden deze 
in vitro "geherrangschikte" VH-genen in een verzameling van 
pHENl van f agemid-af geleide vectoren gekloneerd die zeven 
verschillende lichte keten V-gebieden bevatten, gefuseerd in 
een leesraam van het gen dat codeert voor het phage minor 

15 capsid protein-gen III. Het met behulp van een helperfaag 

{VCSM13, cat. no. 200251, Stratagene) bijvoorbeeld in E. coli 
XL-1 bacterien (Stratagene) brengen van deze constructen 
leidt tot de expressie van single chain FV-antilichaamf rag- 
menten als gen III f usie-eiwitten op het oppervlak van de 

2 0 bacteriofaag. 

Er werd een phagemid bibliotheek verkregen van 1,2 x 

10^ klonen. 

2) VERRIJKING VAN FAGEN VOOR GEPREACTIVEERDE FAGEN 
FAGOCYTEN SPECIFIEKE BACTERIOFAGEN EN CLONERING . 
25 Ongeprimede leukocyten werden volgens een algemeen 

bekende techniek onder gebruikmaking van isotone lysis met 
behulp van een isotone, koude NH^Cl oplossing geisoleerd. 
Hierbij is het uitermate belangrijk contaminatie met lipopo- 
lysacharide (LPS) te vermijden door LPS-vrije media te ge- 

3 0 bruiken, aangezien LPS kunstmatig kan primen waardoor de 

werkwijze niet met succes kan worden uitgevoerd. Een deel 
(10®) van de ongeprimede leukocyten-populatie werd in contact 
gebracht met de bacteriofaag bibliotheek (10^^ bacteriofa- 
gen) . Na 3 0 minuten werden de leukocyten afgedraaid (voorkla- 
35 ring) en niet verder gebruikt. In het supernatant blijven die 
bacteriofagen over die niet-geprimede leukocyten niet herken- 
nen. Vervolgens werd een ander deel van de leukocytenpopula- 
tie geprimed met granulocyt macrof aag-kolonie stimulerende 
factor GM-CSF (100 pM, 30 min., 37<^C) en vervolgens in con- 



tact gebracht met het hiervoor verkregen bacteriof agen-bevat- 
tende supernatant. Nu binden de gezochte bacteriof agen aan de 
leukocyten. De leukocyten werden gewassen en bacteriof agen 
die aan de geprimede cellen bonden werden gevisualiseerd met 
5 een tweestapskleuring . Eerst werden de cellen in contact 
gebracht met een polyclonale antistof die de bacteriof agen 
herkent (anti-M13) . Vervolgens werd een met phyco-erythrine- 
gelabelde antilichaam tegen het anti-M13 polyclonaal gebruikt 
om de cellen die bacteriof agen hebben gebonden met behulp van 

10 een FACS te visualiseren, De FACS was voorzien van een cel- 
sorteerinrichting en die leucocyten werden geisoleerd die 
voldeden aan de volgende eis: Fluorescerende geprimede eosi- 
nofiele granulocyten (zie ref . 2). De bacteriof agen werden 
van de gesorteerde geprimede eosinofiele granulocyten (een 

15 subklasse van leukocyten) geelueerd en zoals hiervoor be- 

schreven vermeerderd. Deze werkwijze (voorklaring tot en met 
elutie en vermeerderen) werd drie keer herhaald waardoor 
steeds zuiverder bacteriof aag suspensies werden verkregen. 
Vervolgens werden 200 bacteriof aag klonen vermeerderd en met 

20 behulp van de volgende werkwijze en onder gebruikmaking van 
de FACS beoordeeld. 

SELECTIE VAN VOOR GEPREACTIVEERDE FAGOCYTEN-SPECI - 

FIEKE BACTERIOF AGEN 

Ongeprimede leukocyten werden geisoleerd als be- 

25 schreven onder 2. Een tweede deel van de leukocyten werd be- 
handeld met GM-CSF en fluorescent groen gelabeld met sulfi- 
dof luoresceine diacetaat (SFDA, voor labeling procedure zie 
ref. 3) . Hierna werden de geprimede fluorescent leukocyten 
gemengd met ongekleurde ongeprimede cellen in een verhouding 

3 0 1:1. Vervolgens werd deze gemengde celpopulatie in contact 

gebracht met de verschillende bacteriof aag klonen. De klonen 
van interesse moesten de volgende eigenschappen hebben: (i) 
geen expressie op lymfocyten (rustend/geactiveerd) , negatief 
op rustende neutrof iele/eosinof iele granulocyten (herkenbaar 

35 als niet groene granulocyten en de in ref. 2 voor eosinofiele 
granulocyten genoemde gates), en positief op GM-CSF geprimede 
granulocyten (herkenbaar als groene cellen in bovengenoemde 
gates) . Twee verschillende bacteriof aag klonen, zoals die 
kunnen worden geisoleerd uit de stammen A17 en A2 7 met aan- 



winstnummers CBS 101481, respectieveli jk 101482, vertoonden 
deze karakteristieken. Het deponeren van de stammen geschied- 
de op 1 december 1998 bij het CBS (Centraalbureau voor Schim- 
melcultures, Postbus 273, 3740 AG, Baam) . 

Uit fig. 1 blijkt dat bacteriofaag A17 met GM-CSF 
geprimede neutrofiele granulocyten herkent, terwijl het niet- 
geprimede neutrofiele granulocyten niet herkent . | In het kort : 
Volbloed werd gepreincxibeerd met buffer of met GM-CSF (10 pM) 
gedurende 15 min. bij 370C. Hiema warden de rode bloedcellen 
gelyseerd met ijskoude NH4Cl-oplossing . Vervolgens werden de 
witte bloedcellen gewassen en gekleurd met de bacteriofaag 
A17 en geanalyseerd met een stromingscytometer . De neutrofie- 
le granulocyten werden geidentif iceerd via hun unieke voor- 
waartse en zijwaartse lichtverstrooiingskarakteristieken. Het 
getoonde experiment is representatief voor 25 verschillende 

experimenten . 

Fig. 2 laat de relatieve f luorescentie-intensiteit 
zien van ongeprimede neutrofiele granulocyten en met GM-CSF 
(100 pM, 30 min., 3T>C) of TNFa (100 lU/ml; 20 min.; 37°C) 
geprimede neutrofiele granulocyten. Duidelijk blijkt dat met 
beide wijzen van primen resulteert in een grotere aanwezig- 
heid van het door bacteriofaag A27 herkende epitoop. In het 
kort: Volbloed werd behandeld met GM-CSF (100 pM) , TNFa 
(100 lU/ral) , IL-5 (100 pM) of buffer gedurende 15 min. bij 
37 °C. Vervolgens werden de rode cellen gelyseerd (met ijskou- 
de NH4CI oplossing) , gewassen en gekleurd met A27 (A) en 
A17 (B) . De waarden zijn weergegeven als gemiddelden ± SE 
(n=24) . Waarden aangegeven met * zijn significant verschil- 
lend van de buf f ercontrole (p<0.001) . 

Fig. 3 geeft de dosis-af hankelijkheid voor de bacte- 
riofaagstammen A17 en A27 van primen met GM-CFS weer. In het 
kort : Volbloed werd behandeld met verschillende concentraties 
GM-CSF of buffer gedurende 15 min. bij 37oC. Vervolgens 
werden de rode cellen gelyseerd (met ijskoude NH4CI oplos- 
sing) , gewassen en gekleurd met A27(A) en A17 (B) . De waarden 
zijn weergegeven als gemiddelden ± SE {n=10) . 

Fig. 4 laat zien dat het door bacteriofaag A17 her- 
kende epitoop in verhoogde mate aanwezig is op eosinofiele 
granulocyten verkregen van een patient met symptomatisch al- 



lergisch astma- Dit experiment laat zien dat eosinofiele gra- 
nulocyten in het bloed van symptomatisch astma patienten een 
gepreactiveerd fenotype bezitten. De data van de patientcel- 
len werden vergeleken met cellen uit het bloed (yerkregen op 
dezelfde dag) van een normale donor voor en na behandeling in 
vitro met GM-CSF (100 pM) . Het afgebeelde experiment is 
representatief voor ten minste 15 additionele experimenten . 
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CONCLUSIES 



I. Antigeen van een fagocyt, met het kenm rk, dat 
het antigeen kan worden herkend door ten minste een bacterio- 
faag zoals die kan worden geisoleerd uit de stammen met aan- 
winstnummers CBS 101481 en 101482, 

5 2. Fagocyt-herkennend agens, met het kenmerk, dat 

het fagocyt-herkennende agens het antigeen herkent dat door 
ten minste een bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd 
uit de stammen met aanwinstnummers CBS 101481 en 101482 wordt 
herkend. 

10 3. Fagocyt-herkennend agens volgens conclusie 2, m t 

het kenmerk, dat het een een groep met een fagocyt deactive- 
rende activiteit bezit. 

4. Farmaceutisch preparaat dat een fagocyt-herken- 
nend agens bevat tezamen met een farmaceutisch aanvaardbare 

15 vulstof of drager. 

5. Werkwijze voor het detecteren van een gepreacti- 
veerde fagocyt, met het kenmerk, dat een fagocyt-herkennend 
agens in contact wordt gebracht met een fagocyt, en een tus- 
sen het fagocyt-herkennende agens en de fagocyt gevormd com- 

2 0 plex wordt gedetecteerd. 

6. Werkwijze volgens conclusie 5, met het kenmerk, 
dat het agens in staat is tot competitie met ten minste een 
bacteriofaag zoals die kan worden geisoleerd uit de stammen 
met aanwinstnummers CBS 101481 en 101482, en een tussen het 

2 5 fagocyt-herkennende agens en de fagocyt gevormd complex wordt 

gedetecteerd. 

7. Werkwijze volgens conclusie 6, met het kenmerk, 
dat het agens een bacteriofaag is . 

8. Werkwijze volgens conclusie 6 of 7, met het ken- 
30 merk, dat het agens een f luorescerend agens is. 

9. Werkwijze volgens conclusie 8, met het kenmerk, 
dat het agens Green of Blue Fluorescent Protein omvat . 

10. Werkwijze volgens conclusie 8 of 9, met het ken- 
merk, dat het detecteren geschiedt met behulp van een Fluo- 

35 rescence-Activated Cell Sorter (FACS) , 

II. Werkwijze volgens een van de conclusies 5 tot 7, 
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m t het k nm rk, dat het detecteren geschiedt met behulp van 
een ELISA. 

12. Werkwijze volgens een van de conclusies 3 tot 
11, met het kenmerk, dat de fagocyt afkomstig is van een 
per soon waarvan wordt gedacht dat die lijdt aan een aandoe- 
ning gekozen uit de groep bestaande uit i) orgaangebonden 
onstekingsziekten; ii) septische shock; iii) allergieen; en 
iv) auto-immuiinziekten; of een van persoon die een trans- 
plantatie heeft ondergaan. 

13, Werkwijze volgens conclusie 12, met het kenmerk, 
dat voor de detect ie bloed van een persoon wordt gelyseerd 
met isotone, koude NH4Cl-oplossing onder oplevering van een 

f agocytbevattende oplossing. 
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